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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary
　　Koji　with　Rhizopus　oryzae　was　prepared　in　steamed　polished　rice．　The　aqueous
extract　from　the　koji　was　named　as　farmjoy．　The　farmjoy　was　stimulated　the
growth　of　some　agricultural　’モ窒盾垂刀D　In　order　to　examine　the　correlation　between
the　effects　and　phytohormones　in　the　farmjoy，　indoleacetic　acid（IAA），　zeatin（Z），
ribosylzeation（RZ），　N6－isopentenyladenosine（iPA）and　abscisic　acid（ABA）were
determined　by　mass　spectrometry　using　deuterium－labeled　standards．　Gibberellins
was　also　examined　by　mean　of　bioassay　with　microdrop　method　using　dwarf　rice
plant（Tan－ginbouzu）．
　　The　concentrations　of　IAA，　cis－RZ，　trans－RZ　and　iPA　in　the　farmjoy　were
400nM，7．18　nM，1．03　nM　and　3．97　nM，　respectively．　ABA　and　GAs　were　not
detected，　The　Plant　growth　activity　of　the　farmjoy　seems　to　be　based　on　IAA
and　cytokinins　characterized．
緒 言
　高等植物の成長・分化に重要な役割を果している植物ホルモンは，植物自身のみでなく，微生
物においても生産されている。例えぽ，イネ馬鹿苗病菌Gibberella勉勲％70ゴがジベレリソ1），
A8robacterium　tumefaciensがサイトカイニン2）を生産している。また，　ThimannはRhizo・
Pus　suinusの培養液からインドール酢．酸の単離を報告している3’。
　最近，RhizoPus属菌の培養液（ファームジョイ）が植物成長調節剤として，イネの育苗，ホ
ウレンソウ，テンサイなどの農作物に利用されている4）。
　本研究では，この成長調節作用に植物ホルモソが関与しているか否かを明らかにする目的で，
＊1　本研究は東京農工大学農学部で行った。内容の一部は昭和62年度植物化学調節学会で発表した。
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ファームジョイ中のイソドール酢酸（IAA），サイトヵイニソ類（CKs），アブシジン酸（ABA）
を重水素標識化合物を内部標準（IS）とするガスクロマトグラフィー・質量分析（GC－MS）によ
り同定・定量した。さらに，ジベレリン類（GAs）については生物検定法により検討した。
実 験
（1）ファームジョイの調製：精白砕米1kgを煮炊し，水400　mlとよく混和して，これに
　RhizoPus　oryzαe（微工研寄菌第7159号）を植付けた。30°Cで48時間，35°Cで48時間さ
　らに40°Cで24時間発酵して得た麹に水llを加えて自然炉過した。本培養炉液をファーム
　ジョイ原液とした。
（2）植物ホルモンの精製：精製手順をFig．1，3，6および8にまとめた。
（3）生物検定：①サイトカイニン活性はAmaranthus　betacyanin検定法により調べた5）。
　　　　　　　　　　わいせい　②ジベレリン活性は媛性イネ（短銀坊主）を用いて，点滴法により測定した6）。
（4）高速液体クロマトグラフィー（HPLC）：UV検出器を付置した島津LC－3　Aを用いた。
　図に記述した溶媒系を用いて，溶出はいずれも2　ml／minで行った。
（5）ガスクロマトグラフ・質量分析計：多重イオン検出器を付置した島津LKB－9000を使用
　した。Gcの分析条件はFig．2，5および7に記述した。選択イオンモニター（slM）に用
　いたイオンをTable　1にまとめた。
　　　　　　　　Table　l　Ions　Monitored　for　Quantitative　Measurements
CompoundIonidentity
m／z
Unlabeled Standard
iPA－3　TMS
Z－3TMS
RZ－4　TMS
IAA－2　tBDMS
ABA－tBDMS
M＋
M＋
［M－15］＋
M＋
［M－57］＋
551
435
624
403
321
557
440
629
405
327
（6）揮発性誘導体の調製：IAAおよびABAはアセトニトリル（40μ1）に溶解し，これに
　N－（tert－Butyldimethylsily1）－N－methyltrifluoroacetamide（東京化成工業，20μ1）を加え
　て80°C，20分間加熱し，t－BDMS誘導体とした。　CKsはHexamethyldisilazane（10μ1）－
　Trimethylchlorosilane（5μZ）－Pyridine（35μ1）セこ溶解し，120°C，1時間加熱してTMS
　誘導体とした。
（7）重水素標識化合物の調製：IAA－d27），　ABA－d68）およびゼァチン（Z－d5），リボシルゼァ
　チソ（Rz－d5）と2＞6一イソペンテニルァデノシン（iPA－d6）9）は前報7”9）に示した合成法に
　より調製した。
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結 果
　1．　IAAの同定・定量
　ファームジョイ原液（500　ml）にISとしてIAA－d2を13μg添加した。　Fig．1に示した
スキームに従ってISを回収・精製し，　IS相当画分（ISとともに内生IAAを含む）を調製し
た。本画分を彦一BDMs誘導体にしてGC－Ms分析に供した。　Fig．2のTIMにGCクロマ
トグラムを示した。矢印（合成標品の保持時間，Rt）でMSスペクトルを測定した。そのMS
スペクトルには，m／z　405および403にそれぞれIAA－d2・2　t－BDMSおよびIAA・2　t－BDMS
の親イオン（M＋）が，さらに特徴的なフラグメントイオンが観察された。これらの結果よりフ
ァームジョイにIAAの存在が確認された。　M＋イオンのm／z　405と403を用いてGC－SIM
を行った。SIMクロマトグラムよりm／z　405に対するm／z　403のイオン高の比率を求めた。
このピーク高比をあらかじめ作成した検量線でIS中のIAA－d。体の寄与を補正してIAA含
　　　　　FARMJOY（500　ml）
　　　　　　　－added　IS（IAA－d2，13μg）
　　　　　　　－adjusted　to　pH　3．0
　　　　　　　－extracted　with　ether
　　　　　Ether　Extract
　　　　　　　－extracted　with　O．05　M－K2HPO4　soln．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
Ether　Layer　　　　　Aqueous　Layer
　　　　　　　　　　　　－adjusted　to　pH　3．0
　　　　　　　　　　　　－extracted　with　ether
　　lAqueous　Layer　　　Ether　Layer
　　　　　　　　　　　　－HPLC（Microbondapak　C18）
　　　　　　　　　　　　　　solv．21％aq．　MeCN　containing　1％AcOH
　　　　　　　　　　　　－tert－Butyldimethylsilylation
　　　　　　　　　GC／MS＆GC／SIM
　　　　Fig．1　Puri丘cation　procedures　of　IAA　in　the　farmjoy
Table　2　Phytohormones　Found　in　the　Farmjoy
PhytohormoneContent（ng／ml）Concentration（nM）
IAA
iPA
RZ　cis－
RZ　trans－
Z
ABA
GAs
70．2
1．33
2．52
0．36
a
n．d．
n．d．（bioassay）
400
　3．97
　7．18
　1．03
a：measurement　not　lnade．　　n．　d．：not　detected
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Fig．2　Mass　spectrum，　TIM　and　SIM　of　t－BDMS　derivatives　of　IAA　recovered
　　　from　the　farmjoy．
　　　GC　conditions：1．5％OV－1，1m，30　ml／min，　He，　column　temp．210°C．
量を算出した。IAAレベルはTable　2に示した。
　2．CKsの同定・定量
　ファームジョイ中のCKs化学種を生物検定に基づいて検索した。まず，ファームジョイ原液
（500m1）を用いて，　ISを添加しないでFig．3のスキームに従い精製した。　CK活性は陽イ
オン交換クロマトグラフィーにおけるアンモニア溶出液に認められた。Sep－pakカートリッジ処
理後，40％メタノールでHPLCを行った。この溶出液を2分ごとに集めた。　cK活性はFig．4
に示したようにRt　4～6分および18～22分の溶出液に検出された。既知CKのRtとの比較に
より，前者の活性はzとRZ，後者はiPAによるものと推定された。
　この結果をふまえて，ファームジョイ原液llにZ－d5，　RZ－d、およびiPA－d、を各々一定量
添加した。Fig．3の手順に従ってIsを回収した。最終的にIs相当画分をTMs誘導体にし
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FARMJOY（1，　OOO　ml）
　　－added　IS（Z－d5，2．1μg；RZ－d5，2．3μg；iPA－d6，1．6μg）
　　－extracted　with　l－BuOH
BuOH　Extract
　　－evaporated　to　dryness　under　45°C
　　－dissolved　with　distilled　water
Aqueous　Solution
　　－Dowex　50w×8（NH4＋，　pH　3．2）
　　－eluted　with　3　N－NH40H
E田uent
一evaporated　to　dryness
－SEP－PAK　C18　cartridge
－eluted　with　40％aq．　MeOH
－HPLC（Microbondapak　Cl8）
　　solv．1，40％aq．　MeOH
　　solv．2，15％aq．　MeCN
　　solv．3，30％aq．　MeOH
－trimethylsilylation
GC／MS＆GC／SIM
　Fig．3　Puri丘cation　procedures　of　cytokinins　in　the　farmjoy
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Fig。4　Histogram　of　Amaranthus
　　　from　the　farmjoy．
betacy in　bioassay　of　cytokinins　fraction
てGc－MsおよびGC－SIMを行った。そのslMクロマトグラムをFig．5に示した。　iPA，
cis－RZおよびtrans－RZが同定されたが，　Zは共雑成分の影響により測定できなかった。これ
らの化合物含量をIAAの場合と同様にして算出した。　Table　2にそれらのレベルを示した。
3．　ABAの同定・定量
7アームジョイ原液（SOO　ml）にISとしてABA－d6を12μ9添加した。　Fig．6に示した
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Fig．5　SIM　chromatograms　of　TMS　derivatives　iPA　and　RZ
　　　farmloy．
　　　　GC　conditions：1．5％OV－1，1m，30　ml／min．　He，
　　　　（iPA），260°C（RZ），215°C（Z）．
recovered　from the
co u n　temp．　240°C
　　　　　　FARMJOY（500　ml）
　　　　　　　　－added　IS（ABA－d6，12μg）
　　　　　　　　－adjusted　to　pH　3．0
　　　　　　　　－extrected　with　EtOAc
　　　　　　EtOAc　Extract
　　　　　　　　－extracted　with　O．05　M－K2HPO4　soln
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
EtOAc　Layer　　　　Aqueous　Layer
　　　　　　　　　　　　　　－adjusted　to　pH　3．0
　　　　　　　　　　　　　　－extracted　with　EtOAc
　　　　
Aqueous　Layer　　　　　　　　 　　　EtOAc　Layer
Fig．6
一p－TLC
　　solv．　C6H6－EtOAc－AcOH（50：49：1，　v／v／v）
－HPLC（Microbondapak　Cl8）
　　solv．23％aq．　MeCN　containing　1％AcOH
－tert－Butyldimethylsilylation
GC／MS＆GC／SIM
Purification　procedures　of　ABA　in　the　farmjoy
スキームでISを回収・精製した。　IS相当画分をたBDMS誘導体としてGC－MSおよびGC－
SIMを行った。　Fig．7にSIMクロマトグラムを示したが，内生ABAに基づくイオソ（m／z
321）は確認できなかった。したがって，ABAはファームジョイ中に検出されなかった。
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　4．　GAsの同定・定量
　ファームジ・イ原液（500　ml）をFig．8に示したスキームに従って精製した。酸性酢酸エチ
ル画分を薄層クロマトグラフィーに供し，その展開部を10等分に分画した。各画分を50％アセト
ソで溶出し，その溶出液を減圧下で乾固した。その乾固物を100μ1の50％アセトンで再溶解し
て生物検定試料とした。本溶液1μ1を綾性イネ短銀坊主の幼葉鞘と第一葉との間に点滴した。
その結果をFig．9に示した。いずれの画分にもGA30．1mg以上に対応す活性を検出できな
かった。従って，ファームジョイにGAsを同定できなかった。
???????
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Fig．7SIM　chromatogram　of　t－BDMS　der三vatives　of　ABA
　　　recovered　from　the　farmjoy．
　　　　GC　conditions：1．5％　OV－1，1m，30　ml／min．　He，
　　　column．　temp。190°C．
　　　　　FARMJOY（500　ml）
　　　　　　　－adjusted　to　pH　2．5
　　　　　　　－extracted　with　EtOAc
　　　　　EtOAc　Extract
　　　　　　　－extracted　with　O．05　M－K2HPO4　soln．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
EtOAc　Layer　　　　Aqueous　Layer
　　　　　　　　　　　　－adjusted　to　pH　2．5
　　　　　　　　　　　　－extracted　with　EtOAc
　　　Aqueous　Layer　　．　EtOAc　Layer
　　　　　　　　　　　　－P－TLC
　　　　　　　　　　　　　　solv。　isopropylether－AcOH（95：5，　v／v）
　　　　　　　　　　Bioassay
　　　　Fig．8　Puri丘cation　procedures　of　GAs．　in　the　farmjoy
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Fig．9　Histogram　of　dwarf　rice（Tan－ginbouzu）bioassay　of　GA　fraction　from
　　the　farmjoy
考
?
　ファームジョイ原液の300倍希釈液をイネ，ホウレンソウなどの農作物に葉面散布すること
で，茎葉乾物重を数～十数％増加させること，また葉色値を高めることが観察されている4’。植
物個体へのIAA処理では，　IAA濃度が0．1～1　nMで根，1　NIO　nMで芽および1～10μM
で茎の成長を促進することが報告されている1°）。ファームジ。イ中のIAAは，そのレベルより
農作物の根および芽の成長促進に関与していることが示唆された。CKsは5・－500・nMでイネ
葉のクPロフィル保持作用を発現する11）。ファームジョイ原液の総CKsレベルは11　nMであ
り，CKsのみが葉色値の向上に働いている可能性は小さいものと推察される。
　以上の結果より，ファームジョイの成長促進作用は，IAA単独の作用だけでなく，　IAAと
CKsの複合的な効果によるものと考えられた。
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